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摘要:从酿酒葡萄( V itis vinif er a. L)植株的各组织中共分离得到 462 株内生真菌, 通过形态鉴定、排重、按比例缩取从
中选取出 64 株内生真菌. 采用 ITS 排序、系统树构建的方法对 64 株真菌的种属地位及发育关系进行了研究, 并对植物
病原真菌生长抑制能力进行了测定.系统发育树分析表明酿酒葡萄内生真菌分布于 20 个属, 其中交链孢霉(A lter nar ia)
17. 24% ,青霉( Penicillium) 15. 52% , 镰刀菌(F usar ium) 10. 34% ,曲霉( A sp ergillus)、Discos troma、赤霉菌( Gibber ella)、
Pas salo ra、P es talotiop s is各 5. 17% , 交链孢霉、青霉、镰刀菌是其中的优势种群.对植物病原真菌有抗性的菌株分布于 15
个属,其中镰刀菌属的 6 株菌对 3 种指示菌均有抑制作用, 镰刀菌是酿酒葡萄植株主要抗植物病原真菌的活性物质来源
之一.
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植物内生真菌( Endophyt ic fungi) 是指在某一时
期生活在植物体内, 但对寄主植物组织并不引起明显












可能成为生物防治中有潜力的生物农药. 如 West 与
Welty 等分别研究了温室和田间条件下内生真菌 N e-
oty phodium coenophialum 对高羊茅锈病的影响, 感
染有内生真菌的阳性苗降低了病害的发生, 对病菌有
很好的抗性 [ 6-7] .此外 Schmidt等研究了内生真菌 N e-








害,特别是 clav icipitaceous alkaloids 类毒素. 1977 年
Bacon 等发现高羊茅内生真菌与牛的中毒症状相













究很多[ 12-13] ; 1996年首次在葡萄酒中检测出赭曲霉毒
素 A( OTA ) [ 14] , 后来证明葡萄园中常见的碳黑曲霉













1. 1 材 料
酿酒葡萄采集自中国西部一个酿酒葡萄引种试验
葡萄园, 品种为 Cinsolt、Gr enache、Merlot、Muscat、
Riesling、Semillon、Syr ah, 2003年从欧洲引进, 株龄为
2~ 3 a.
1. 2 方 法
1. 2. 1 植物内生真菌的分离
植物内生真菌的分离方法参照厦门大学微生物药
物组黄耀坚等报道的方法 [ 17] .
分离率的计算: 分离率 CF= m/ n 100% ( m为分
离得到的内生真菌数量, n为样品数) .
1. 2. 2 种属鉴定
采用 IT S 测序鉴定法进行菌株种属鉴定 [ 18] . 以
IT S4( 5- TCCTCCGCT TA TT GAT AT GC-3 )和 IT S5
( 5-GGAAGGTAAAAGT CAAGG-3 ) 为引物, 通过
PCR操作扩增菌株 ITS1-5. 8S-IT S2序列片段, 测序
并与 GeneBank数据库中的序列比对,得到鉴定结果.
1. 2. 3 抗菌活性测定
以棉花黄萎病菌( Vert icil l ium dahl iae Kleb)、炭
疽[ Col letot ri chum lagenar ium ( Passerini) Ellis et







1)待测菌用 PDA 平板培养 7 d, 酒精擦除菌体,
氯仿熏蒸 4 h(去除菌体, 保留培养基中的代谢物) ,用
7 mm 打孔器取饼状培养物备用; 按同样方法处理一
块空白 PDA 平板,获得空白对照饼状培养基.
2)指示菌在 PDA 平板上培养 3 d, 用 7 mm 打孔
器,取饼状菌块备用.
3)制作 PDA 空白平板, 将步骤 2)取得的饼状指
示菌块置于空白 PDA 平板中心, 距离平板中心 3. 5
cm 处放置一块步骤 1)获取的待测菌饼状培养物, 另
一端 3. 5 cm 处用步骤 1)获取的空白对照饼状培养基
做空白对照.
4) 4~ 5 d 后, 观察结果: 平板中心与空白对照方
向指示菌菌落边缘的距离记为 a,与待测菌培养物方




2005年 10 月、2006 年 11 月两次采样, 从 Cin-
solt、Grenache、Mer lot、Muscat、Riesling、Sem il lon、
Syrah 7个不同品种酿酒葡萄的枝条、根、果实、叶片等
部位共分离得到 462株内生真菌(表 1, 2) . 本研究中
绝大部分样品( 72. 5%)取自各样品的枝条,表 2以枝
条分离数据代表各品种分离数据.
从酿酒葡萄植物内生真菌的分离结果可知, 根
部的分离率最高, 达到 121. 67% , 其次是枝条, 为
72. 31% . 不同品种植株中分离获得的植物内生真
菌的结果也存在差异, 其中品种 Syrah 和 Muscat 分
离率最 高, 分别为 95. 00% 和 93. 33% , 品种
Gr enache最低, 仅为 33. 33% .
对所分离的462株葡萄内生菌进行形态鉴定, 排
表 1 酿酒葡萄不同组织的内生真菌分离率统计
Tab. 1 Co lonization f requency ( CF) of fungal endophy tes
isolated from different tissues of V itis v inif er a
分离部位 分离数量 样品数 分离率/ % 属 种
茎 282 390 72. 31 12 17
根 73 60 121. 67 9 11
果肉 47 81 58. 02 6 7
果蒂 32 63 50. 79 1 1
叶片 28 54 51. 85 2 3
总计 462 648 71. 30
表 2 酿酒葡萄内生真菌在不同品种中的分离率统计
T ab. 2 Co lonization fr equency of endophytic fungi in different
v ariet ies
品种 分离数量 样品数 分离率/ % 属 种
Cinsolt 42 60 70. 00% 5 7
Grenache 10 30 33. 33%
Mer lot 74 90 82. 22% 7 9
Muscat 28 30 93. 33% 2 2
Riesling 53 90 58. 89% 3 3
Semillon 18 30 60. 00%
Syrah 57 60 95. 00% 4 4
总计 282 390 72. 31% 12 17







发育分析表明, 酿酒葡萄的内生真菌分布于 13科 20
个属,归属于 12个目.其中肉座菌目( Hypocreales)中
包含丛赤壳科 ( Nect riaceae ) 和肉座菌科 ( Hypocre-
aceae) 两个科 (图 1) . 交链孢霉, 青霉,镰刀菌 3个属





13. 2%以上(表 3) ; 9株青霉菌中 4株对 3种指示菌生
长有抑制作用, 抑制率达 9. 1%以上(表 3) , 占青霉菌
总数的 44. 4%.酿酒葡萄内生真菌中对 3种病原指示
菌生长均有抑制作用,抑制率达 9. 1%以上的有 13株
菌,其中 10 株分布于各优势种群, 占总数的 76. 9%

















中的分离率为 33. 3%, 低于其它采样品种的 50% ;内
生真菌分离率在 60%以上的品种如 Mer lot、Sy rah等
植株成活率较高,均在 80%以上, 采样 2 a 后再次调
查葡萄园时, 葡萄品种Gr enache成活率低于20% , 表
表 3 酿酒葡萄部分内生真菌对不同植物病原菌的生长抑制作用
Tab. 3 Inhibitor y activ ity of endophytic fungi from Vitis v inif er a






Fusar ium equiseti EU030331 20. 4 17. 7 27. 8
Fusar ium incarnatum EU030333 20. 4 17. 4 22. 5
Fusar ium equiseti EU030338 20. 0 15. 5 20. 8
Fusar ium equiseti EU030339 17. 0 14. 9 29. 6
Fusar ium equiseti EU030343 25. 0 13. 4 26. 7
Fusar ium equiseti EU030346 20. 4 13. 2 22. 5
Penicillium citr inum EU030332 11. 1 13. 6 25. 0
Penicillium miniol uteum EU030364 27. 5 11. 1 23. 9
Penicillium sumatr ense EU030367 23. 5 11. 1 22. 5
Penicillium miniol uteum ∕( B2) 14. 3 9. 1 12. 5
Gibber ella pulicar is ∕( B4) 13. 0 22. 9 17. 4
Gibber ella pulicar is ∕( B5) 27. 8 22. 7 24. 0
Diapor the p haseolorum EU030325 11. 1 11. 55 19. 4










指示菌有抑制生长作用, 10. 7%的菌株对 3 种指示菌
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图 1 酿酒葡萄内生真菌的系统发育树和抗菌活性
f1.棉花黄萎病菌; f2. Colletotr ichum lag enar ium ( Passer ini) Ellis et H alst ed; f3.棉疫霉果腐病原菌( 表示阳性结果,
表示阴性结果) .分支上的数字表明进化树的百分比在分支形成时是以 boo tst rap 重复 1 000 次计算的
Fig . 1 Phy log enet ic relat ionship o f endopyt ic fung i isolated f rom V itis vinif er a and their ant imicrobial activity


















( Fusar ium monil i f orme )是玉米的重要内生真菌, 镰
刀属菌几乎在所有的玉米种子内都可发现, 但它不但
能引起严重的玉米病害,其产生的 5种毒素中一些还
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Abstract: 462 endophy tic fungi w ere isolated from differ ent tissues of Vitis v inif er a L . Among them 64 samples were identified and
select ed according to their het er og enous morpholog ical char act er. Then their species distr ibut ion and phy lo genetic relationship were
analysed by ITS sequence so that their phy lo genetic t ree could be contructed. The next step was to determine the inhibito ry activ ity o f
the 64 sam ples against phy topathogenic fung i. T he result of the phy lo genetic analysis indicated that the endophytic fung i isolated from
Vitis v inif er a L . were distr ibuted in 20 genera, counting A l ternar ia 17. 24% , Penicillium 15. 52% , Fusar ium 10. 34% and A sp er-
gillus, D iscostr oma, Gibber ella, Passalora, Pestalotiop sis 5. 17% respect ively. A lternar ia, Penicillium and F usar ium were the main
genera. Fifteen genera pro ved to be antag onists of phythopathogenic fungi. Among them six Fusar ium sp. display ed this propert y as
to three indicato r fungi ( Ver ticillium d ahliae Kleb, Colletotr ichum lagenar ium ( Passerini) Ellis et Halst ed、P hy top hthora p arasitica
Destur . Fusar ium sp. was the main source of bio act ive compounds inhibiting phy topathogenic fung i in V itis vinif er a L .
Key words: Vitis v inif er a L . ; endophytic fung i; bio act ivit y
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